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1. Introducere 
 

Chiralitatea este una dintre cele mai intrigante fenomene din natură. În general, aceasta 

conduce la activităţi specifice şi proprietăţi care diferenţiază stereoizomerii. Drept rezultat, 

există o cerere mare pentru compuşi intermediari chirali, iar căutarea de metode noi şi 

eficiente pentru sinteza compuşilor enantiomeric puri ocupa o arie mare de cercetare în 

domeniul chimiei.  

Complexitatea structurală a medicamentelor noi este în continuă creştere, iar 

considerând faptul că corpul uman funcţionează cu catalizatori chirali, cererea de noi reactanţi 

farmaceutici chirali este în continuă creştere, astfel, în prezent aceşti compuşi chirali sunt 

obţinuţi în formă enantiomeric pură.  

Biocataliza este utilizată în scopul sintezei de compuşi optic puri datorită enantio- şi 

stereospecificităţii ridicate a catalizatorilor enzimatici. Aceasta a apărut ca un domeniu 

modern, pentru a rezolva cererile chimiei verzi şi a dezvoltării sustenabile. Principalele 

avantaje ale utilizării biocatalizatorilor (enzime izolate sau celule întregi) sunt costurile 

energetice reduse (datorită condiţiilor blânde de reacţie: pH, temperatură, presiune) precum şi 

diminuarea producţiei şi îndepărtării deşeurilor. Enzimele sunt ecologice şi compatibile una 

cu alta, permiţând realizarea de reacţii secvenţiale. 

Acizii carboxilici chirali sunt compuşi intermediari importanţi pentru sinteza multor 

medicamente şi a compuşilor naturali, unde substanţele cu grad ridicat de enantiopuritate sunt 

necesare. Aceşti compuşi sunt folosiţi drept intermediari chirali deoarece conţin cel puţin 

două grupări funcţionale (grupările hidroxil şi carbonil), care pot fi transformate chimic în alte 

grupări funcţionale. 

Rezoluţia cinetică are avantajul de a furniza ambii enantiomeri ai unui racemat cu 

enantiopuritate excelentă, în prezenţa unei enzime enantioselective. Principalele dezavantaje 

ale rezoluţiei cinetice clasice sunt randamentul teoretic de 50% şi scăderea excesului 

enantiomeric (ee) odată cu creşterea conversiei peste 50%. 

Această teză se adresează domeniului catalizei mediate de lipaze, în mediu organic, 

utilă dezvoltării de procese ecologice şi înalt selective în vederea obţinerii de hidroxiacizi 

enantiopuri. 
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1.1. Hidroxiacizi optic puri şi derivaţii acestora 
 

Acizii hidroxicarboxilici optic puri pot fi larg utilizaţi drept precursori chirali din varii 

motive: conţin cel puţin două grupări funcţionale: o grupare hidroxil şi o grupare carboxil; 

grupările funcţionale pot fi modificate chimic uşor; un al doilea centru chiral poate fi introdus. 

1.1.1. α-Hidroxiacizi 
Acizii carboxilici chirali sunt compuşi intermediari importanţi în sinteza multor 

medicamente1 şi a compuşilor naturali cum sunt feromonii2 şi pesticidele,3  pentru care 

substanţele cu grad înalt de enantiopuritate (>99% ee) sunt necesare. De exemplu, izomerii 

puri de acid (R)- şi (S)-α-hidroxi-fenilacetic (acid mandelic) şi esterii lor sunt des utilizaţi în 

sinteza organică. Acidul (R)-mandelic este utilizat în sinteza unor antibiotice cefalosporinice, 

cum sunt Cephamandole and Cephonicid4, peniciline, agenţi anti-tumorali şi agenţi anti-

obezitate5. Acizii enantiomeric puri mai sunt utilizaţi şi pentru rezoluţia racemaţilor prin 

precipitare selectivă.6 α-Hidroxiacizii optic activi şi α-cetoacizii care conţin un substituent cu 

o grupare aril, cum este cazul acidului fenil-lactic, acidului fenilpiruvic, acidului mandelic, 

acidului benzoilformic şi a derivaţilor acestora, joacă un rol important ca sintoni în sinteza 

compuşilor biologic activi şi a compuşilor naturali7. Acidul (R)-2-Hidroxi-2-(2’-

clorofenil)acetic este intermediarul chiral cheie în sinteza (S)-clopidogrel, un inhibitor al 

agregării trombocitare, utilizat în tratamentul atacului de cord. 

1.1.2. β- Hidroxiacizi  

Acizii β-hidroxi-β-aril-propanoici şi derivaţii acestora sunt intermediari chirali înalt 

funcţionalizaţi, dintre care β-hidroxi-β-aril propionaţii optic activi sunt precursori în sinteza 

farmaceuticelor enantiopure, care acoperă o gamă largă de acţiuni. Acizii β-hidroxicarboxilici 

şi derivaţii lor care conţin în structura lor diferite fragmente aromatice au fost utilizaţi drept 

compuşi de bază pentru prepararea de compuşi bioactivi enantiopuri, cum sunt vitamine, 

antibiotice, feromoni şi compuşi aromaţi.8 

β-Hidroxiesterii sunt intermediari chirali versatili în sinteza mai multor medicamente 

şi compuşi de sinteză fină. De exemplu, esterii (R)-3-hidroxibutanoaţi servesc drept materie 

primă pentru obţinerea antibioticelor β-lactamice, inclusiv a carbapenemelor şi a penemelor 

cu spectru larg de acţiune, şi pentru dorzolamidă, un inhibitor al anhidrazei carbonice umane 

II topic activă.9 

Dintre β-hidroxiesterii aril-substituiţi, etil (S)-3-hidroxi-3-(tiofen-2-il)-propanoatul 

este un precursor în sinteza duloxetinei (un inhibitor al asimilării serotonin-norepinefrinei), iar 
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etil-(R)-3-hidroxi-3-fenil propanoatul  este un precursor în sinteza atomoxetinei (un inhibitor 

al asimilării norepinefrinei).10  

 

1.2. Rezoluţia cinetică mediată de lipaze 
 

Lipazele (triacilglicerol acilhidrolazele, EC 3.1.1.3) sunt probabil cele mai utilizate 

enzime în chimia organică deoarece au avantajele de a avea o specificitate largă de substrat  

cu regio- şi enantioselectivitate ridicate, fiind astfel utilizate drept catalizatori pentru rezoluţia 

cinetică a racemaţilor (e.g. alcooli secundari racemici, acizi carboxilici racemici).11 Din punct 

de vedere chimic, lipazele pot fi considerate drept reactivi blânzi şi selectivi, capabili să 

activeze un carboxilat şi să-l transfere unui număr mare de nucleofili în diferiţi solvenţi 

organici. În cadrul colecţiei largi de enzime, lipazele au ieşit în evidenţă drept unele dintre 

cele mai potrivite enzime pentru procesele de rezoluţie cinetică din sinteza asimetrică. 

Majoritatea lipazelor acceptă un spectru larg de substraturi nenaturale, fiind astfel versatile 

pentru aplicatii în sinteza organică. Lipazele microbiene reprezintă cea mai importantă clasă 

de biocatalizatori folosiţi întrun spectru larg de aplicaţii în sinteza organică. Unele dintre 

avantajele folosirii lipazelor sunt reprezentate de faptul ca nu necesită cofactori, multe lipaze 

sunt disponibile în formă nativă şi imobilizată, pot fi produse în cantităţi mari.  

Aplicaţiile la nivel industrial sunt îngreunate de lipsa stabilităţii lor operaţionale pe 

termen lung şi de dificultatea recuperării şi reutilizării enzimei. Aceste dezavantaje pot fi 

depăşite prin imobilizarea enzimei. Printre avantajele imobilizării, se numără manevrarea 

uşoară a enzimei, separarea uşoară de produs, astfel minimizând contaminarea produsului cu 

proteină, de asemenea facilitează recuperarea eficientă şi refolosirea enzimelor scumpe, 

pentru viabilitatea economică, şi uşurează utilizarea lor în procese continue. Un alt beneficiu 

îl reprezintă stabilitatea mărită,12 condiţiile de operare, mai exact denaturarea termică, în 

prezenţa solvenţilor organici sau prin autoliză. 

Reacţiile enzimatice sunt cunoscute ca fiind sensibile la tipul solventului utilizat, mai 

ales în sistemele cu solvenţi hidrofili. În general, în comparaţie cu solvenţii hidrofobi, cei  

hidrofili pot îndepărta mai uşor “apa esenţială” legată de lipază, şi care este necesară pentru 

conservarea flexibilităţii conformaţiei enzimei; acest fenomen deactivează lipaza.13 

Hidrofobicitatea unui solvent, definită ca log P (logaritmul coeficientului de partiţie al unui 

compus între n-octanol şi apă), este proprietatea fizică a unui solvent, ce descrie cel mai bine 

efectul solventului asupra activităţii enzimei.14 
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Donorul acil poate influenţa poziţia echilibrului şi viteza de acilare/deacilare  Mulţi 

cercetători au presupus că creşterea cantităţii de donor acil poate ajuta la formarea 

intermediarului acil-enzimă şi astfel poate accelera viteza de reacţie15. 

În ceea ce priveşte transesterificarea esterilor vinilici şi a alcoolilor mediate de lipaze, 

este cunoscut faptul că se formează acetaldehida, care ar putea dezactiva lipazele microbiene, 

prin modificări structurale cauzate de formarea bazelor Schiff la nivelul reziduurilor lizinice 

accesibile solventului.  

Sunt disponibile trei căi principale spre obţinerea de compuşi enantiopuri: folosirea 

fondului de compuşi chirali, rezoluţia (separarea) racemaţilor şi sinteza asimetrică. Strategiile 

privind generarea de enantiomeri pornind de la racemaţi includ rezoluţia cinetică, rezoluţia 

cinetică dinamică, stereoinversia (via intermediar achiral pentru a obţine enantiomerul 

corespunzător drept produs unic) şi procese enantioconvergente (transformarea enantiomerilor 

substratului prin căi stereochimice opuse, formând un singur produs enantiomeric).16 

Rezoluţia cinetică simplă17 se bazează pe diferenţa dintre vitezele de reacţie ale 

enantiomerilor cu scopul de a obţine produs îmbogăţit enantiomeric. Rezoluţia cinetică 

enzimatică se bazează pe diferenţa dintre vitezele de reacţie ale enantiomerilor unui racemat 

în prezenţa unei enzime drept catalizator chiral. În condiţiile optime ale unei rezoluţii cinetice, 

transformarea unuia dintre enantiomeri în produs are loc în timp ce celălalt enantiomer 

rămâne nereacţionat. Printre avantajele acestor procese se numără vitezele mari de reacţie de 

până la 1012 ori (în comparaţie cu metodele chimice), eficienţă îmbunătăţită, chemo-, regio- şi 

enantioselectivitate înalte. Factorul de selectivitate este definit ca fiind raportul vitezelor celor 

două reacţii. În absenţa selectivităţii, întro rezoluţie cinetică clasică, se va forma un amestec 

racemic de produşi. Ideal, ar fi nevoie de o diferenţă mare între vitezele de reacţie pentru a se 

obţine produs enantiomeric pur cu un randament de 50%, precum şi materie primă 

enantiomeric pură cu un randament de 50%. Un dezavantaj al acestei strategii îl constituie 

faptul că pentru a obţine randamente mari din fiecare enantiomer (~50%) cu enantiopuritate 

excelentă (≥95% ee), sunt necesari factori de selectivitate mari (»200), care sunt greu de 

obţinut.18 

În cazul lipazelor au fost formulate reguli empirice pentru a prezice enantiomerul care 

reacţionează mai repede. Regula propusă de Kazlauskas19 pentru a prezice enantiomerul care 

reacţionează mai repede dintrun alcool secundar racemic în urma acilării în prezenţa lipazei 

din Burkholderia cepacia s-a dovedit a fi valid şi pentru alte lipaze. Potrivit acestei reguli, 

discriminarea enantiomerilor se bazează pe diferenţa mărimii substituenţilor (substituent 
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mediu, substituent mare) ataşaţi la centrul asimetric, care se leagă de diferite buzunare 

hidrofobe din situsul activ al enzimei. 

În cadrul acestei teze, eforturile de creştere a enantiopurităţii compuşilor au fost 

orientate spre  condiţiile reacţiilor de rezoluţie cinetică mediate de lipaze, care sunt uşor de 

ajustat întrun laborator de sinteză chimică. 

 

1.3. Configuraţia absolută 
 

Configuraţia absolută se referă la aranjamentul spaţial al atomilor unei entităţi 

moleculare (sau a unui grup) chirale identificată fizic şi la descrierea stereochimică (e.g., (R) 

sau (S), (P) sau (M), D sau L, etc). Determinarea configuraţiei absolute a moleculelor chirale 

este o problemă de importanţă majoră pentru stereochimia moleculară, astfel că au fost 

dezvoltate multe metode pentru a adresa această problemă. Printre acestea se numără: 

cristalografia cu raze X, urmată de metode chiroptice (e.g., dicroism circular (DC), dispersie 

optică rotativă (ORD), sau rotaţie optică specifică). 

Activitatea optică este o metodă folositoare de caracterizare a compuşilor, din păcate 

însă, polarimetrele necesită o concentraţie mai mare decât cea obţinută prin dizolvarea unui 

singur cristal folosit la măsurătorile de difracţie, fiind de mai mare ajutor caracterizarea 

activităţii optice în soluţia acelui singur cristal.20 Deoarece măsurarea rotaţiei specifice 

implică o singură lungime de undă, prezenţa şi efectul impurităţilor poate trece neobservat, de 

asemenea, rotaţia optică poate furniza o măsură a excesului enantiomeric dacă rotaţia 

specifică a compusului enantiomeric pur este suficient de puternică şi a fost determinată 

anterior. 

Totuşi, una dintre cele mai folosite tehnici experimentale este fără îndoială rezonanţa 

magnetică nucleară (RMN). Această tehnică este atrăgătoare din cauza avantajelor ei, care 

includ: disponibilitatea aparatului în majoritatea laboratoarelor, întelegerea bună a 

fundamentelor acestei metode nu este necesară pentru a o putea aplica, este necesară o 

cantitate mică de probă care poate fi recuperată şi metoda este aplicabilă atât la solide cât şi la 

lichide. Analiza derivaţilor preparaţi pornind de la substrat şi cei doi enantiomeri ai unui agent 

de derivatizare chiral este cea mai utilizată abordare pentru determinarea configuraţiei 

absolute, deoarece legătura covalentă formată între substrat şi agentul auxiliar produce o 

specie cu o rigiditate conformaţională mai mare, care în schimb produce diferenţe mari pe 

spectrul RMN. Pentru derivatizarea substratului, avem două opţiuni:(a) prepararea celor doi 
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derivaţi pornind de la cei doi enantiomeri ai agentului chiral de derivatizare şi substrat 

(derivatizare dublă), şi (b) prepararea unui singur derivat pornind de la substrat şi unul din 

enantiomerii agentului chiral de derivatizare (derivatizare simplă). Printre agenţii auxiliari 

folosiţi se numără: acidul α-metoxifenilacetic (MPA), acidul α-metoxi-α-

(trifluorometil)fenilacetic (MTPA), acidul 9-antrilmetoxiacetic (9-AMA), Boc-fenilglicină 

(BPG), etc.21 

 

2. Sinteza hidroxiacizilor optic puri şi a derivaţilor acestora 

2.1. Sinteza chimică 

2.1.1. α-Hidroxiacizi 

Metoda chimică nu e cea mai populară metodă de a prepara α-hidroxiacizi chirali şi α-

cetoacizi în industrie, pentru că ea nu  funcţionează eficient în termeni de enantioselectivitate 

sau randament. Utilizarea catalizatorilor chimici îngreunează producţia verde de α-

hidroxiacizi  şi α-cetoacizi. Printre metodele dezvoltate, se numără alchilarea Friedel-Crafts 

asimetrică a compuşilor aromatici cu esterul etilic al acidului glioxilic în prezenţa (S)-6,6'-

dibromo-1,1'-binaftalen-2,2'-diolului22, adiţia enantioselectivă de vinilsilan catalizată de 

scandiu ca o abordare nouă la sinteza derivaţilor enantiopuri de α-hidroxiacizi β,γ-nesaturaţi23, 

sinteza enantioselectivă a α-hidroxiesterilor prin adiţie 1,2 a acizilor arilboronici la t-butil 

glioxilat catalizată de ruteniu24 sau reducerea mediată de organocatalizatori25 a ceto-esterilor. 

2.1.2. β-Hidroxiacizi 

Efortul depus în vederea obţinerii β-hidroxiacizilor optic activi sau a derivaţilor 

acestora, a dus la dezvoltarea unor metode de sinteză productive. Reacţia aldolică e una dintre 

cele mai importante metode pentru construcţia stereoselectivă a moleculelor aciclice 

complexe. A fost realizată reacţia aldolică enantioselectivă a tert-butil acetatului folosind 

complexe de carbohidrat de titaniu, obţinându-se purităţi optice mari, de către Duthaler, R. 

O.et al26. Auxiliarul chiral trans-2-fenilciclohexanol a furnizat un nivel bun de inducţie 

asimetrică folosit drept reactiv Reformatsky chiral în vederea sintezei enantioselective a β-

hidroxiacizilor27. Carbometoxilarea regioselectivă a epoxizilor chirali s-a dovedit a fi o 

metodă eficientă de obţinere a β-hidroxiesterilor enantiomeric puri28. De asemenea, 

transformarea acizilor β-oxocarboxilici în acizi β-hidroxicarboxilici chirali prin intermediul 

DIP-Cl™ (B-Clorodiisopinocamfeilboran) folosit drept agent reducător, a dus la obţinerea 

unei enantioselectivităţi ridicate29. 
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2.2. Sinteza enzimatică 

2.2.1. α-Hidroxiacizi 

Biocataliza s-a evidenţiat ca o strategie puternică pentru producerea de  α-hidroxiacizi 

optic activi datorită stereoselectivităţii remarcabile şi a randamentului ridicat30. S-au dezvoltat 

diverse abordări biocatalitice în vederea sintezei de α-hidroxiacizi enantiopuri,31 inclusiv 

reducerea asimetrică a ceto-esterilor corespunzători catalizată de reductaze,32 hidroliza 

enantioselectivă a mandelonitrilului şi a derivaţilor acestora catalizată de nitrilaze33 şi 

rezoluţia mediată de esteraze sau lipaze a O-acetaţilor sau esterilor hidroxiacizilor34. Prin 

utilizarea rezoluţiei cinetice dinamice,35 a deracemizării36 substratului racemic sau prin  

bioreducere37 este posibilă obţinerea unui singur enantiomer cu un randament teoretic de 

100%. În cazul rezoluţiei cinetice, este posibilă utilizarea biocatalizatorilor, în special 

lipazele,38,39,40 pentru acilarea selectivă41 sau hidroliză42 cu scopul de a obţine substanţele 

dorite şi ambii enantiomeri pot fi obţinuţi cu puritate optică bună, la un randament teoretic de 

50%.43 

Oxidarea biocatalitică ar putea constitui o procedură prietenoasă cu mediul, ca un 

substitut al reacţiilor chimice tradiţionale44 şi mai mult, oxidarea enantioselectivă a α-

hidroxiacizilor racemici de către α-hidroxiacid dehidrogenaze (α-HADHs) ar putea produce α-

cetoacizii corespunzători şi α-hidroxiacizii optic activi cu excese enantiomerice ridicate (ee), 

ca substraturi rămase nereacţionate45. 

Dintre aceste metode, rezoluţia enzimatică a hidroxiacizilor O-acetilaţi de către 

esteraze sau lipaze prezintă un potenţial ridicat pentru aplicare datorită utilizării lor practice în 

industria chimică,46 astfel că a fost intens studiată.47 

2.2.2. β-Hidroxiacizi 

S-a dezvoltat o gamă largă de proceduri chemo- şi biocatalitice pentru prepararea 

enantioselectivă a acizilor β-hidroxipropanoici şi a derivaţilor acestora.48 

Printre procedurile organometalice şi enzimatice se numără: reducerea 

enantioselectivă a β-cetoesterilor corespunzători; rezoluţia cinetică sau rezoluţia cinetică 

dinamică (KR sau DKR) a acizilor β-hidroxicarboxilici racemici şi a derivaţilor acestora; 

deracemizarea β-hidroxiesterilor.49 Rezoluţia cinetică enzimatică a diferitor substraturi chirale 

cu acizi graşi sau derivaţi ai lor drept donori acil precum şi hidroliza enzimatică 

stereoselectivă a esterilor cu acizi graşi a fost investigată de către grupul nostru.50 
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3. Obiectivele acestui studiu 
 

Lipazele sunt frecvent utilizate în rezoluţiile cinetice enzimatice din chimia organică, 

deoarece acceptă o gamă largă de substraturi şi prezintă enantioselectivitate ridicată. Mai 

mult, din punct de vedere al mediului înconjurător, procesele biocatalitice sunt mai ecologice, 

mai puţin nocive şi cel mai puţin poluante. Astfel că, această teză s-a axat pe sinteza 

derivaţilor de α- şi β-hidroxiacizi de înaltă enantiopuritate, prin intermediul rezoluţiei cinetice 

mediate de lipaze. În acest scop, următoarele obiective au fost propuse şi realizate: 

 

1. Sinteza a patru α-hidroxiesteri heteroaromatici diferiţi şi a compuşilor O-acilaţi 
corespunzători, urmată de rezoluţia acestora mediată de către lipaze, în scopul obţinerii α-
hidroxiacizilor corespunzători cu grad înalt de enantiopuritate. 
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2. Sinteza a patru β-hidroxiesteri heteroaromatici diferiţi şi a compuşilor O-acilaţi 
corespunzători, urmată de rezoluţia acestora mediată de către lipaze, în scopul obţinerii 
enantiomerilor (R)- şi (S) ai β -hidroxiesterilor corespunzători cu grad înalt de enantiopuritate. 

 

3. Sinteza a patru α-cianhidrine heteroaromatice diferite şi a compuşilor O-acilaţi 
corespunzători, urmată de rezoluţia acestora mediată de către lipaze, în scopul obţinerii 
enantiomerilor (R)- şi (S) ai α-cianhidrinelor corespunzătoare cu grad înalt de enantiopuritate.           
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4. Rezultate şi discuţii 

4.1. Sinteza chimică a compuşilor racemici 

4.1.1. Sinteza chimică a derivaţilor de  α-hidroxiacizi 

După cum e ilustrat în Schema 1, sinteza cianhidrinelor racemice rac-2a-d pornind de 

la aldehidele corespunzătoare 1a-d a fost realizată folosind trimetilsilil cianură în prezenţa 

unei cantităţi catalitice de ZnI2, în diclormetan. Cianhidrinele racemice rac-2a-d obţinute, au 

fost hidrolizate folosind HCl conc. în 1,4-dioxan la reflux, de unde au rezultat acizii 2-

heteroaril-hidroxiacetici rac-3a-d, care în etanol şi o cantitate catalitică de SOCl2 s-au 

transformat în etil-2-heteroaril-hidroxiacetaţii racemici rac-4a-d. În final, rac-4a-d au fost 

acilaţi chimic pentru obţinerea etil 2-acetoxi-heteroaril-2-acetaţilor racemici rac-5a-d, 

folosind clorură de acetil în diclormetan şi o cantitate catalitică de 4-N,N-dimetilamino-

piridină 1% în piridină. 

 

Schema 1. Sinteza chimică a racemicilor rac-5a-d 

 

4.1.2. Sinteza chimică a β-hidroxiesterilor şi a diesterilor corespunzători 

β-Hidroxiacizii racemici pot fi obţinuţi prin mai multe metode: prin intermediul 

reacţiei Reformatsky a aldehidelor corespunzătoare în prezenţa β-bromoesterilor, iar dacă β-

bromoesterii nu sunt disponibili, atunci prin utilizarea acizilor carboxilici dianionici; folosind 

etil diazoacetat şi diferiţi acizi Lewis drept catalizatori, urmată de reducerea hidroxiesterilor 

corespunzători. Ulterior, β-hidroxiesterii pot fi hidrolizaţi la β-hidroxiacizii corespunzători. 



15 
 

Etil 3-hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-il)propanoaţii (rac-2e-h) au fost obţinuţi prin reacţia 

Reformatsky, pornind de la aldehidele corespunzătoare 1e-h. În urma reacţiei de acilare a rac-

2e-h folosind anhidridă butanoică în prezenţa trietilaminei şi a unei cantităţi catalitice de 4-

N,N-dimetilamino piridină (DMAP) în diclormetan, s-au obţinut diesterii racemici rac-3e-h, 

după cum e prezentat în Schema 2. 

 

 

Schema 2. Sinteza chimică a rac-2e-h şi a rac-3e-h 

 

4.1.3. Sinteza chimică a α-cianhidrinelor 

După cum e ilustrat în Schema 3, a fost realizată sinteza cianhidrinelor racemice rac-

2i–l pornind de la aldehidele corespunzătoare 1i–l folosind trimetilsilil cianura în prezenţa 

unei cantităţi catalitice de ZnI2 anhidră, în acetonitril sau diclormetan. Cianhidrinele racemice 

rac-2i-l au fost acilate cu clorură de acetil, în prezenţa unei cantităţi catalitice de 4-N,N-

dimetilamino-piridină (DMAP) în diclormetan, obţinându-se acetaţii racemici corespunzători 

rac-3i–l.  

Schema 3.Sinteza chimică a cianhidrinelor rac-2i-l şi a esterilor O-acilaţi rac-3i-l 
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4.2. Sinteza catalizată de enzime a compuşilor cu grad mare de enantiopuritate 

4.2.1. Rezoluţia cinetică mediată de enzime a α-hidroxiesterilor şi a α-hidroxiesterilor O-

acilaţi 

Pentru a investiga stereoselectivitatea rezoluţiei cinetice enzimatice şi activitatea 

enzimelor, mai întâi s-a stabilit separarea cromatografică a enantiomerilor. S-a realizat 

separarea enantiomerilor rac-3,4,5a-d pe HPLC, folosind coloane chirale şi un amestec de n-

hexan şi 2-propanol (v:v) ca eluent. 

Acilarea enzimatică la scară analitică a rac-4a-d 

Pentru a obţine (R)-etil 2-acetoxi-heteroaril-2-acetaţi enantiomeric puri, s-au testat mai 

multe lipaze disponibile comercial în formă imobilizată sau nu, în diferiţi solvenţi organici, în 

reacţia de acilare enantioselectivă cu acetat de vinil ca donor acil ireversibil a etil-2-heteroaril-

hidroxiacetaţilor racemici rac-4a-d. 

Mai întâi, a fost studiată reacţia de acilare enantioselectivă catalizată de enzime la 

scară analitică a etil-2-heteroaril-hidroxiacetaţilor racemici rac-4a-d, folosind rac-4a ca şi 

compus model. Astfel, s-a realizat acetilarea rac-4a în prezenţa mai multor lipaze, folosind 

acetatul de vinil drept agent de acilare. Majoritatea enzimelor testate, cum sunt CaL-B, lipaza 

F, lipaza AK, lipaza din Pseudomonas cepacia (LPS), şi lipaza din Mucor miehei au fost 

catalitic inactive, lipaza din Candida rugosa a prezentat enantioselectivitate şi activitate 

reduse (eep = 46% pentru (R)-5a, c = 4 % după 24h). Doar lipaza A imobilizată din Candida 

antarctica (CaL-A) s-a dovedit a fi activă şi un catalizator selectiv, totuşi, performanţa 

catalitică a acestei enzime a fost puternic influenţată de tipul de imobilizare. Reacţiile în 

prezenţa CaL-A reticulată cu glutaraldehidă (CaL-A CLEA) sau ataşată covalent de acrilaţi 

(IMMCALA) au prezentat excese enantiomerice slabe ale produsului de reacţie, chiar şi la 

conversii mici. Folosind lipaza A din Candida antarctica adsorbită pe Celită (CaL-A), reacţia 

a decurs mai repede şi selectivitatea a fost vizibil îmbunătăţită (ee >90% pentru ambii produşi 

la o conversie de ∼50 %). În urma investigării influenţei raportului substrat:biocatalizator 

asupra enantioselectivităţii şi a conversiei, am găsit raportul 1:2 (w:w) substrat:biocatalizator 

ca fiind cel mai potrivit. Natura solventului şi a nucleofilului pot de asemenea să influenţeze 

activitatea şi selectivitatea reacţiilor de acilare enzimatice enantioselective. Astfel, am testat 

mai mulţi solvenţi pentru acilarea rac-4a cu acetat de vinil, mediată de CaL-A (Tabel 1). 

DIPE şi MTBE (Tabel 1, intrările 1 şi 2) s-au dovedit a fi cei mai buni solvenţi pentru 

acetilarea rac-4a (E = 70 la conversie 51 % după 2h). În CH2Cl2 şi acetonitril, selectivitatea a 

fost moderată (Tabel 1, intrările 3 şi 4),  în timp ce în cloroform şi THF catalizatorul nu a fost 
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eficient. A fost studiată şi acilarea mediată de CaL-A a rac-4a cu butanoat de vinil şi acetat de 

izopropenil în DIPE, dar nu s-au găsit schimbări considerabile ale selectivităţii reacţiei 

comparativ cu cele obţinute la folosirea acetatului de vinil (E = 21 la c = 40% pentru butanoat 

de vinil, E = 19 la c = 30% pentru acetatul de isopropenil şi E = 39 la c = 45% pentru acetatul 

de vinil, după 2h). S-au realizat reacţiile de acetilare cu acetat de vinil la scară analitică, 

mediate de CaL-A, pentru rac-4-b,c.d în DIPE, în concordanţă cu condiţiile optime găsite 

pentru compusul rac-4a  (Table 1, intrările 5, 6, 7), obţinându-se reactivităţi şi selectivităţi 

bune.  

Tabel 1. Acilarea enantioselectivă a rac-4a-d cu acetat de vinil şi CaL-A în diferiţi solvenţi 

Intrare Substrat Solvent Timp (h) c (%) eeS(%) eeP(%) E 

1 rac-4a DIPE 2 51 95 90 70 

2 rac-4a MTBE 2 23 23 74 8 

3 rac-4a CH2Cl2 23 34 44 85 19 

4 rac-4a CH3CN 23 42 62 84 21 

5 rac-4b DIPE 2 50 93 90 65 

6 rac-4c DIPE 4 49 95 97 >200 

7 rac-4d DIPE 3 49 98 99 »200 

 

Alcooliza enzimatică la scară analitică a compuşilor racemici rac-5a-d 

Lipazele reţin de obicei preferinţa lor enantioselectivă în hidroliză sau alcooliză.1-3.6 În 

consecinţă, în urma acestor reacţii ar trebui să rezulte  formele enantiomerice opuse ale etil 2-

heteroaril-2-hidroxiacetaţilor 4a-d şi ale etil 2-acetoxi-2-heteroaril-acetaţilor 5a-d enantiopuri 

decât cele găsite în urma reacţiilor de acilare mediate de lipaze. Astfel că, am considerat 

necesar să studiem reacţiile de alcooliză şi hidroliză ale etil 2-acetoxi-2-heteroaril-acetaţilor 

racemici rac-5a-d. 

Datorită solubilităţii lor reduse în apă, am studiat mai întâi alcooliza enzimatică a rac-

5a-d. A fost testată aceeaşi gamă de lipaze disponibile comercial ca şi cele folosite la reacţiile 

de O-acilare. Mai întâi, am realizat experimentele în metanol, etanol, propanol şi butanol 

anhidri, urmate de experimente în care am folosit aceleaşi enzime în toţi solvenţii folosiţi la 

reacţiile de esterificare şi am adăugat 5 echivalenţi de alcool în mediul de reacţie. Datorită 

faptului că în toate cazurile, alcooliza enzimatică s-a dovedit a fi total ineficientă (randamente 
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< 5% după 2 zile cu PLE, LPS şi esteraza din Rhyzopus oryzae), am continuat studiile cu 

reacţii de hidroliză enzimatică ale racemicilor rac-5a-d. 

 

Hidroliza enzimatică la scară analitică a compuşilor rac-5a-d 

Experimentele au fost realizate în diferiţi solvenţi organici saturaţi cu apă, cu scopul 

de a mări viteza de hidroliză. Deoarece diisopropileterul (DIPE) s-a dovedit a fi la fel de bun 

ca şi la reacţiile de acilare enzimatică, l-am utilizat mai departe în experimentele noastre în 

raport de 18:1 (v:v) cu apa şi un raport substrat:enzimă 1:2 (w/w). 

În continuare, am testat separat enzimele, atât pentru benzofuranil-2-il cât şi pentru 

benzofuranil-3-il, folosind lipaze, esterase şi acilaze, iar după câteva ore, rezultate au 

prezentat doar LPS, CaL-A, CrL şi PLE, în timp ce CaL-B şi Acilaza I nu prezintă activitate 

pentru rac-5a,c. Toate enzimele studiate au prezentat selectivitate pentru enantiomerul (R), cu 

excepţia CrL care s-a dovedit a fi (S) selectivă. Hidroliza enzimatică a substraturilor rac-5a,c 

a arătat la produşi prezenţa hidroxiesterului, hidroxiacidului şi a hidroxiacidului O-acilat. 

Aceste rezultate pot fi explicate prin regioselectivităţile diferite ale hidrolazelor utilizate. În 

urma rezultatelor prezentate în Tabel 2, mai departe am utilizat LPS pentru hidroliza rac-5b 

şi CaL-A pentru hidroliza rac-5d, rezultatele obţinute fiind prezentate în Tabel 3. Astfel, prin 

utilizarea reacţiei de acilare enzimatică a rac-4a-d urmată de hidroliza mediată de LPS sau 

CaL-A a (R)-5a-d, pot fi obţinuţi hidroxiesterii (R)-4a-d enantiomeric puri. 
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Tabel 2. Hidroliza enzimatică a rac-5a,c în DIPE:apă 18:1 (v:v), monitorizată prin TLC şi 
HPLC : 

Intrare Substrat Enzima Configa 
Produşi 

Hidroxiester Hidroxiacid 
O-acetilat 

Hidroxiacid 

1 rac-5a CaL-A (R) + + -b -b 

2 rac-5a LPS (R) + + + -b -b 

3 rac-5a CrL (S) + + -b + 

4 rac-5a PLE (R) + + + + 

5 rac-5c CaL-A (R) + + + -b -b 

6 rac-5c LPS (R) -b -b + 

7 rac-5c CrL (S) + + -b + 

8 rac-5c PLE (R) -b + + + 
a configuraţia absolută a enantiomerului mai reactiv pentru substraturile 5a,c  
 b  - nedetectat (c< 2%)  
Prezenţa acestor produşi este notată de la 1 până la 3 plusuri (+), în funcţie de concentraţia lor, iar absenţa e 
notată cu (-). 
 

Tabel 3. Hidroliza enzimatică a rac-5a-d în DIPE:apă 18:1 (v:v): 

Intrare Substrat Enzima Timp (h) c (%) eeS (%) eeP(%) E 

1 rac-5a LPS 22 50 95 94 120 

2 rac-5b LPS 22 49 94 97 >200 

3 rac-5c CaL-A 12 45 78 99 100 

4 rac-5d CaL-A 12 48 80 92 >200 

 

Hidroliza enzimatică la scară analitică a compuşilor rac-4a-d 

Pentru hidroliza enzimatică a hidroxiesterilor rac-4a-d, am folosit rac-4a ca şi compus 

model şi am testat enzimele PLE, lipaza din Pseudomonas cepacia (LPS), PPL, CaL-A, CaL-

B, CrL, L-AK, lipaza F, lipaza BUTE, lipaza Mucor miehei, Acilaza I din rinichi de porc şi 

din Aspergillus, esteraza F din Rhyzopus oryzae întrun amestec apa:DIPE 1:1(v:v). CaL-B a 

prezentat cea mai mare activitate şi valori mari ale selectivităţii, în timp ce  PLE, esteraza F 

din Rhyzopus oryzae şi Acilaza I au prezentat valori mici ale activităţii si selectivităţii. A fost 
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interesant de observat faptul că, doar esteraza F a prezentat enantiopreferinţă pentru 

enantiomerul (R) al substratului. Astfel, rezoluţia cinetică a rac-4b,c,d a fost realizată prin 

intermediul hidrolizei mediate de CaL-B, obţinându-se valori ale enantioselectivităţii de la 

moderat la excelent (Tabel 4). 

Produşii (R) şi (S)-3a-d au fost derivatizaţi cu alcool t-amilic şi s-a investigat metoda 

cromatografică de separare a enantiomerilor pentru a putea verifica stereoselectivitatea 

rezoluţiei cinetice enzimatice şi activitatea enzimelor. 

Tabel 4. Hidroliza enzimatică a rac-4a-d în DIPE:apă 1:1 (v:v): 

Intrare Substrat Enzima Configa 
Timp 

(h) c (%) eeS(%) eeP(%)b E 

1 rac-4a PLE (S) 40 42 52 72 10 

2 rac-4a Esterase F (R) 40 11 10 75 11 

3 rac-4a Acylase I (S) 40 2 2 63 101 

4 rac-4a CaL-B (S) 17 42 70 97 124 

5 rac-4b CaL-B (S) 15 45 80 93 >200 

6 rac-4c CaL-B (S) 14 50 98 96 »200 

7 rac-4d CaL-B (S) 40 51 98 95 153 

a configuraţia absolută a enantiomerului mai reactiv 
b excesul enantiomeric al acizilor optic puri 3a-d  a fost determinat după derivatizarea acidului cu 2,2-dimetil-1- 
propanol la esterul  2-hidoxi neopentil corespunzător 
 
Sinteza la scară preparativă 

În Schema 4, este prezentată sinteza la scară preparativă a (R)- şi (S)- 3a-d. Toate 

diluţiile, raportul substrat:biocatalizator şi condiţiile de reacţie sunt aceleaşi ca în cazul 

reacţiilor la scară analitică. 

 Pornind de la rac-4a-d, pe care îi acilăm în prezenţa CaL-A în DIPE, obţinem (R)-5a-

d şi (S)-4a-d. (S)-4a-d sunt hidrolizaţi în prezenţa CaL-B, care prezintă (S) selectivitate, în 

amestec DIPE:apă, obţinându-se (S)-3a-d, în timp ce (R)-5a-d sunt mai întâi hidrolizaţi în 

prezenţa LPS sau CaL-A la hidroxiesterii (R)-4a-d corespunzători şi apoi, în prezenţa 

esterazei F, care prezintă selectivitate (R), la (R)-3a-d. În acest mod, putem obţine ambii 

enantiomeri optic puri ai α-hidroxiacizilor. 
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Schema 4: Calea enzimatică spre obţinerea α-hidroxiacizilor heteroaromatici optic puri 

Tabel 5. Excesele enantiomerice şi rotaţiile specifice ale  3,4,5a-d izolaţi în formă 
enantiomeric pură: 

Compus η(%) ee [%] [α]D
a 

(R)-3a 90 99 +26 

(S)-3a 89 99 -27 

(R)-3b 92 99 -26.1 

(S)-3b 94 99 +25 

(R)-3c 91 99 +3 

(S)-3c 90 99 -2.7 

(R)-3d 90 99 +46 

(S)-3d 88 98 -48.3 

(R)-4a 90 95 -38.5 

(S)-4b 96 82 -37.1 

(R)-4c 92 75 -68.5 

(R)-4d 95 98 -103.7 
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(S)-5a 86 92 +131.4 

(R)-5b 92 83 +81.3 

(S)-5c 89 93 +80.3 

(S)-5d 93 99 +100.8 

                                                                                   a10-1 deg cm2 g-1; c 1.0, CHCl3, T = 25°C.  

Concluzii 

A fost realizată sinteza acizilor R)- şi (S)-2-benzofuranil- şi 2-benzo[b]tiofenil-2-

hidroxiacetici cu grad mare de enantiopuritate (ee până la 99%) prin rezoluţia cinetică mediată 

de CaL-A  a α-hidroxiesterilor racemici, urmată de hidroliza mediată de CaL-B a 

enantiomerului netransformat al substratului (S)-4a-d pentru a obţine (S)-3a-d şi o hidroliză 

enzimatică în două etape, mai întâi a diacetatului optic pur (R)-5a-d în prezenţa LPS sau CaL-

A până la hidroxiesterul (R)-4a-d şi apoi, folosind esteraza F, care a prezentat selectivitate 

(R), obţinem α-hidroxiacizii  optic puri (R)-3a-d. 

 

4.2.2. Sinteza mediată de lipaze a β-hidroxiesterilor şi a β-hidroxiesterilor O-acilaţi optic 

puri 

Pentru a putea investiga stereoselectivitatea reacţiilor enzimatice ale 3-hidroxi-3-(2-

aril-tiazol-4-il)propanoaţilor racemici şi a diesterilor acestora, mai întâi s-a investigat 

separarea cromatografică a enantiomerilor acestora.  

Acilarea enzimatică la scară analitică a rac-2e-h 

În efortul de a obţine produşi de rezoluţie cu grad mare de enantiopuritate, am testat 

mai multe lipaze disponibile comercial (25 mg/mL), în diferiţi solvenţi organici la 

temperatura camerei, pentru a găsi condiţiile optime ale acilării enantioselective a 3-hidroxi-

3-(2-feniltiazol-5-il)propanoatului racemic rac-2e (0.025M) cu acetat de vinil şi butanoat de 

vinil ca donori acil ireversibili (0.1M). Au fost testate ca potenţiali biocatalizatori: lipaza A 

din Candida antarctica imobilizată prin adsorbţie pe Celită (CaL-A Celită), CaL-B 

(Novozyme 435), lipaza B din Candida antarctica imobilizată prin adsorbţie pe nanotuburi de 

carbon cu perete simplu (CaL-B-SWCNT), lipaza din Candida rugosa (CrL nativă), lipaza 

nativă din Pseudomonas cepacia (LPS nativă) şi lipaza AK imobilizată prin adsorbţie pe 

celită (AK pe Celită) în solvenţi organici uscaţi. Experimentele au fost realizate în prezenţa 

sitei moleculare, deoarece chiar şi urmele de apă pot produce reacţii de hidroliză, rezultând 

astfel produşi secundari nedoriţi sau o scădere a enantiopurităţii produşilor. 
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Natura solventului şi a nucleofilului pot influenţa puternic activitatea şi selectivitatea 

reacţiei de acilare mediate enzimatic. Astfel, solvenţii folosiţi au fost selectaţi deoarece sunt în 

general acceptaţi de către lipaze.  Printre enzimele testate pentru reacţia de O-acilare a 

compusului model rac-2e, lipaza AK pe Celită şi lipaza Pseudomonas cepacia (L-PS nativă) 

au fost catalitic inactive în toţi solvenţii studiaţi, în timp ce CrL, a prezentat selectivitate şi 

activitate diferite în funcţie de agentul de acilare folosit. În cazul acilării mediate de CrL cu 

acetat de vinil în solvenţi ca MTBE, DIPE, hexan şi toluen, atât viteza de reacţie cât şi 

selectivitatea au fost scăzute (Tabel 6, intrările 10-13), iar în cazul acilării cu butanoat de 

vinil, reacţia  decurge cu selectivitate scăzută în MTBE, DIPE şi hexan (Tabel 7, intrările 6-

8). Reacţiile de O-acilare cu acetat de vinil au prezentat enantioselectivităţi moderate în 

prezenţa CaL-A pe Celită pentru compusul model rac-2e în eteri cum sunt MTBE şi DIPE sau 

în solvenţi nepolari cum sunt hexanul, toluenul şi acetonitrilul (Tabel 6, intrările 1-5). Atunci 

când, în aceleaşi experimente, s-a folosit butanoatul de vinil ca donor acil, CaL-A pe Celită a 

prezentat o scădere a activităţii în MTBE (Tabel 7, intrarea 1), iar în restul solvenţilor a fost 

inactivă. În termeni de activitate şi selectivitate, O-acilarea cu acetat de vinil mediată de CaL-

B în toţi solvenţii studiaţi (Tabel 6, intrările 6-9) s-au obţinut rezultate similare cu cele găsite 

în cazul CaL-A pe Celită. Totuşi, o îmbunătăţire majoră a selectivităţii s-a obţinut în cazul O-

acilării cu butanoat de vinil mediate de CaL-B, folosind ca solvenţi n-hexan şi toluen (Tabel 

7, intrările 4-5), rezultând produşi de rezoluţie cu enantiopurităţi ridicate la o conversie de 

50%. Este interesant de remarcat faptul că, CaL-B-SWCNT s-a dovedit inactiv pentru scopul 

prezent, deşi a prezentat activitate şi selectivitate ridicate în cazul O-acilării selective a rac-1-

feniletanolului.  

Tabel 6. Teste pe diferite lipaze şi solvenţi pentru O-acilarea selectivă a substratului racemic 
rac-2e folosind acetat de vinil, după 17h 

Intrare Enzima Solvent c (%) ee(R)-3e ee(S)-2e E 

1 CaL-A Celită MTBE 35.3 64 35 6 

2 CaL-A Celită DIPE 78.3 26 94 5 

3 CaL-A Celită CH3CN 68 45 96 9 

4 CaL-A Celită Hexan 72.4 38 >99 14 

5 CaL-A Celită Toluen 29.6 64 27 6 

6 CaL-B MTBE 35.6 47 26 3.5 
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7 CaL-B DIPE 32.3 65 31 6.3 

8 CaL-B Hexan 53.7 62 72 8.9 

9 CaL-B Toluen 24.5 74 24 8.4 

10 CrL MTBE 5.2 36 2 2 

11 CrL DIPE 27.2 40 15 2.7 

12 CrL Hexan 33.8 47 24 3.5 

13 CrL Toluen 12.8 68 10 5.8 

 

Tabel 7. Teste pe diferite lipaze şi solvenţi pentru O-acilarea selectivă a substratului racemic 
rac-2e folosind butanoat de vinil, după 17h 

Intrare Enzima Solvent c (%) ee(R)-3e ee(S)-2e E 

1 CaL-A Celită MTBE 81.9 13 59 2 

2 CaL-B MTBE 51.6 91 97 89 

3 CaL-B DIPE 52.6 89 99 89.7 

4 CaL-B Hexan 52.8 89 >99 127.8 

5 CaL-B Toluen 50 >99 >99 »200 

6 CrL MTBE 20 32 8 2 

7 CrL DIPE 39.6 35 23 2.5 

8 CrL Hexan 54.9 41 50 3.8 

9 LPS nativă Hexan 47.7 80 73 19.5 

 

Alcooliza enzimatică la scară analitică a rac-3e-h 

Lipazele îşi reţin de obicei enantiopreferinţa găsită la acilarea stereoselectivă a 

alcoolilor chirali inclusiv în cazul hidrolizei sau alcoolizei esterilor corespunzători. În 

consecinţă, aceste reacţii formează enantiomerii opuşi ai etil 3-hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-

il)propanoaţilor 2e-h şi ai diesterilor acestora 3e-h decât cei obţinuţi prin acilarea enzimatică a 

rac-2e-h. În continuare, am studiat alcooliza enzimatică a rac-3e, folosit ca şi compus model. 

Experimentele au fost realizate folosind aceleaşi enzime în toţi solvenţii testaţi pentru acilarea 

enzimatică, prin adăugarea a 5 echivalenţi de etanol sau butanol în amestecul de reacţie. Cele 
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mai mari activităţi şi selectivităţi le-a prezentat etanoliza mediată de CaL-B folosind ca 

solvenţi MTBE (Tabel 8, intrare 5) şi DIPE (Tabel 8, intrare 6). Datorită activităţii mai mari 

a enzimei în DIPE, acesta a fost utilizat în experimentele următoare. 

 

Tabel 8. Testele pe diferiţi alcooli, lipaze şi solvenţi pentru alcooliza selectivă a diesterului 

racemic rac-3e, după 14h  

Intrare Alcool Enzima Solvent c (%) ee(R)-2e ee(S)-3e E 

1 EtOH 

 

CaL-A 

 

MTBE 11.1 64 8 4.9 

2 DIPE 32.2 59 28 5 

3 CH3CN 8.3 77 7 8.2 

4 Hexan 19.3 71 17 7 

5 CaL-B 

 

MTBE 49.7 97 96 >200 

6 DIPE 48.4 >99 93 »200 

7 Toluen 6.6 >99 7 >200 

8 CRL Hexan 9.8 55 6 3.6 

9 BuOH 

 

CaL-A CH3CN 3 >99 3 >200 

10 CaL-B 

 

DIPE 83 19 94 4 

11 Hexan 39.3 71 46 9 

12 Toluen 16.6 85 17 14 

13 CrL 

 

DIPE 13.1 53 8 3.5 

14 Hexan 14.5 47 8 3 

 

Acilarea enzimatică a rac-2e-h şi etanoliza rac-3e-h la scară preparativă 

Folosind condiţiile optime găsite în urma biotransformărilor la scară analitică atât a 

rac-2e cât şi a rac-3e, s-a realizat acilarea la scară preparativă mediată de CaL-B a rac-2e-h 

cu butanoat de vinil în toluen (Tabel 9, intrările 1-4) şi etanoliza mediată de CaL-B a rac-3e-

h în DIPE  (Tabel 9, intrările 5-8) cu activitate şi selectivitate bune (E »200, 99% ees pentru 

majoritatea produşilor la o conversie de aprox. 50%). Toate diluţiile, raportul 

substrat:biocatalizator şi condiţiile de reacţie au fost aceleaşi  ca şi în cazul reacţiilor la scară 
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analitică. Randamentele, excesele enantiomerice şi rotaţia specifică ale produşilor sunt date în 

Tabel 9. 

 

Tabel 9. Acilarea enzimatică la scară preparativă a rac-2e-h şi etanoliza rac-3e-h 

Intrare Substrat Timp 
(h) 

 Produşi E 

ee(R)-3 η (%) [α]D
a ee(S)-2 η(%) [α]D

a 

1 rac-2e 19 99 47 +78.5 99 46 -56.8 »200 

2 rac-2f 19 98 45 +75.2 >99 47 -53.5 »200 

3 rac-2g 19 99 45 +72.8 99 45 -51.3 »200 

4 rac-2h 17 99 46 +86.2 >99 45 -60.4 »200 

  ee(R)-2  ee(S)-3  

5 rac-3e 17 >99 48 +57.2 98 48 -76 »200 

6 rac-3f 48 98 46 +49.8 >99 45 -74.1 »200 

7 rac-3g 48 >99 45 +51.9 >99 45 -68.5 »200 

8 rac-3h 17 >99 45 +59.8 99 46 -83 »200 

 

 

 

Concluzii  

Am reuşit dezvoltarea unei noi proceduri enzimatice de sinteză a etil 3-hidroxi-3-(2-

aril-tiazol-4-il)propanoaţilor enantiomeric puri (ee 99%). Prin utilizarea rezoluţiei cinetice 

enzimatice, au fost sintetizaţi cu randamente bune ambii enantiomeri optic puri ai patru etil 3-

hidroxi-3-(2-aril-tiazol-4-il)propanoaţi 2e-h şi patru butanoaţi 3e-h. CaL-B s-a dovedit a fi 

biocatalizatorul optim atât pentru reacţia de acilare cu butanoat de vinil a rac-2e-h în toluen, 

cât şi pentru etanoliza rac-3e-h în DIPE, menţinându-şi activitatea şi stereoselectivitatea de-a 

lungul a 10 cicluri de reutilizare. 
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4.2.3. Rezoluţia cinetică mediată de lipaze a α-cianhidrinelor şi a α-cianhidrinelor O-

acilate 

Pentru a putea investiga stereoselectivitatea reacţiilor care implică derivaţii chirali ai 

2-hidroxi-2-(5-feniltiofen-2-il)acetonitrilului şi a esterilor lor, a fost stabilită mai întâi 

separarea cromatografică a enantiomerilor rac-2,3i-l pe HPLC, folosind coloane chirale şi 

diferite amestecuri de n-hexan şi 2-propanol (v/v) ca eluent. 

Acilarea enzimatică la scară analitică a rac-2i-l 

Au fost testate mai multe lipaze disponibile comercial în solvenţi organici în vederea 

obţinerii (R)-ciano(5-heteroaril-2-il)metil acetaţilor enantiomeric puri prin intermediul acilării 

enantioselective a 2-heteroaril-2-hidroxiacetonitrililor racemici rac-2i-l. Mai întâi a fost 

studiată acilarea catalizată enzimatic cu acetat de vinil a rac-2i la scară analitică, în prezenţa 

diferitor lipaze şi solvenţi. Majoritatea enzimelor testate au fost catalitic inactive după 3 ore, 

printre care şi CaL-B (CaL-B, Novozym 435), lipaza din Pseudomonas fluorescens (AK) 

imobilizată pe sol-gel şi lipaza din Candida rugosa (CrL). Lipaza din Pseudomonas 

fluorescens (AK) imobilizată prin adsorbţie pe Celită a prezentat enantioselectivitate şi 

activitate bune în MTBE după 3 ore (eep = 98% şi eeS=72% la c = 42%). Prin utilizarea CaL-

A imobilizată pe Celită, reacţia decurge mai repede şi selectivitatea e mărită (ee>83%) pentru 

ambii produşi ai reacţiei la o conversie de 48%.  

În urma testelor de determinare a influenţei raportului substrat:biocatalizator asupra 

enantioselectivităţii şi conversiei, ne-am oprit asupra unui raport optim substrat:biocatalizator 

1:5 (w:w). Natura solventului şi a nucleofilului pot influenţa activitatea şi selectivitatea 

acilării enzimatice enantioselective. Astfel, a fost testată reacţia de O-acilare cu acetat de vinil 

mediată de CaL-A a rac-2i în diferiţi solvenţi organici (Tabel 10). Acetonitrilul s-a dovedit a 

fi cel mai adecvat solvent (Tabel 10, intrare 1). În CH2Cl2 şi acetat de etil, selectivitatea şi 

activitatea au fost moderate după 3 ore (Tabel 10, intrări 2 şi 3), în timp ce în MTBE şi metil-

THF, enzima a fost inactivă. Au fost studiate şi reacţiile de acilare a rac-2i mediată de CaL-A, 

cu mai mulţi donori acil: acetat de isopropenil (eep=81% la c=20% după 42h), etil-

metoxiacetat, etil-etoxiacetat, pivaloat de vinil în acetonitril, dar fără schimbări semnificative 

sau chiar inactivi comparativ cu acilarea cu acetat de vinil. 
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Tabel 10. Acilarea enantioselectivă mediată de diferite enzime a rac-2i cu acetat de vinil, în 
diferiţi solvenţi 

Intrare Enzima Solvent Timp(h) c (%) eeS(%) eeP (%) E 

1 CaL-A CH3CN 3 46 85 99 >200 

2  Acetat de etil 3 22.7 21.5 73.1 7.9 

3  MTBE 3 28.8 18.8 46.3 3.2 

4  CH2Cl2 3 15.8 16.5 87.4 17.6 

5  Metil-THF 17 34 22.8 44.3 3.2 

6 L-AK MTBE 3 42 72 98 >200 

7  Metil-THF 3 12.6 14 98 121 

8  CH2Cl2 17 44.6 80 99 >200 

9 CaL-B CH2Cl2 17 23 28 91 29 

10 L-AKsolgel MTBE 17 9.5 10 98 109 

 

În cazul 2-hidroxi-2-(5-(4-metoxifenil)tiofen-2-il)acetonitrililor rac-2j-l, testele pentru 
cele mai bune condiţii de rezoluţie cinetică enzimatică a dat rezultate diferite (Tabel 11 
intrare 3; Tabel 12, intrare 9; Tabel 13 intrare 2 ). Căutarea condiţiilor optime pentru 
rezoluţia cinetică a rac-2k a inclus utilizarea acetatului de vinil, butanoatului de vinil şi a 
decanoatului de vinil ca donori acil ireversibili, dar cele mai bune activităţi şi selectivităţi ale 
lipazelor au fost obţinute în prezenţa acetatului de vinil (Tabel 12). 

Tabel 11. Testele cu diferite lipaze şi solvenţi pentru rezoluţia cinetică a rac-2j folosind 
acetatul de vinil ca agent de acilare 

Intrare Enzima Solvent Timp (h) c (%) eeS(%) eeP(%) E 

1 CaL-A MTBE 3 2 6 22 1.6 

2 CaL-A CH3CN 3 41 62 89 32 

3 L-AK CH2Cl2 3 50 99 >99 »200 

4 L-PS MTBE 3 14.5 17 99 >200 
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Tabel 12. Testele cu diferite lipaze şi solvenţi pentru rezoluţia cinetică a rac-2k folosind 
acetatul de vinil ca agent de acilare 

Intrare Enzima Solvent Timp (h) c (%) eeS(%) eeP (%) E 

1 CaL-A CH3CN 3 47 74.4 82 23.3 

2  CH2Cl2 3 38.6 38.6 90 27.8 

3  MTBE 3 67 67 66 9.5 

4  Metil-THF 17 14 14 86 15.4 

5  DIPE 3 14.9 14.9 21 1.8 

6 CaL-B CH2Cl2 3 63 93 54 10.6 

7  DIPE 17 54.7 84 69 14.8 

8 L-AK CH3CN 3 4 4 96.5 58.8 

9  CH2Cl2 17 49 99 99 >200 

10  MTBE 3 48.5 83 88 41.7 

11  Metil-THF 3 44.6 78.7 97 >200 

12  DIPE 3 52 83.6 77 20.2 

13 L-PS CH2Cl2 17 49.6 93 94 110 

14  DIPE 3 0.1 94 0.1 52 

 
Tabel 13. Testele cu diferite lipaze şi solvenţi pentru rezoluţia cinetică a rac-2l folosind acetat 
de vinil ca agent de acilare 

Intrare Enzima Solvent Timp (h) c (%) eeS(%) eeP(%) E 

1 L-AK CH3CN 17 53 99 85 189 

2 L-AK CH2Cl2 17 50 99 99 »200 

3 L-AK MTBE 3 52 99 90 >200 

 

Luând în considerare rezultatele obţinute la scară analitică pentru cianhidrinele 
heteroaromatice substituite, pentru reacţiile de acilare la scară preparativă am folosit L-AK în 
CH2Cl2 în cazul substraturilor rac-2j-l, în timp ce pentru substratul rac-2i reacţia de O-acilare 
cu acetat de vinil a fost mediată de CaL-A, în acetonitril (Tabel 14).  
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Tabel 14. Acilarea enzimatică la scară preparativă a rac-2i-l folosind condiţiile optime găsite 
la scară analitică şi rotaţiile specifice ale 2,3i-l izolaţi în formă enantiomeric pură 

Intrare Substrat Timp 

(h) 

 Produşi E 

ee(R)-3 η (%) [α]D
a ee(S)-2 η(%) [α]D

a 

1 rac-2i 17 99 47 +62.1 80 45 +18.5 >200 

2 rac-2j 17 99 45 +16.4 99 47 +156.1 »200 

3 rac-2k 17 99 45 +2.6 99 45 +81.46 »200 

4 rac-2l 17 99 46 +23.7 99 45 +59.8 »200 

a 10-1 deg cm2 g-1; c 1.0, CHCl3, CH2Cl2 sau MeOH, T = 25 ºC. Randamentele sunt bazate pe 
randamentul maxim ce poate fi recuperat pornind de la materia primă racemică. 

Concluzii 

Am dezvoltat o nouă metodă de rezoluţie cinetică enzimatică, pornind de la α-

cianhidrine racemice, cu scopul obţinerii lor şi a α-cianhidrinelor O-acilate corespunzătoare  

cu grad mare de enantiopuritate. Pentru trei din cele patru α-cianhidrine heteroaromatice 

testate, rac-2j-l, s-au obţinut enantiopurităţi mari în urma acilării enzimatice mediată de L-AK 

în diclormetan, iar pentru  α-cianhidrina rac-2i s-a dovedit a fi mai eficientă acilarea 

enzimatică mediată de CaL-A în acetonitril. 
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5. Concluzii generale 
 

Această teză descrie potenţialul lipazelor ca şi catalizatori chirali cu mare aplicabilitate 

pentru obţinerea  α- şi β-hidroxiacizilor şi a derivaţilor acestora în formă enantiomeric pură. 

Prin exploatarea enantioselectivităţii diferite a mai multor lipaze, s-a realizat o nouă 

procedură de rezoluţie cinetică secvenţială pentru obţinerea acizilor (R)- şi (S)-2-benzofuranil- 

şi 2-benzo[b]tiofenil-2-hidroxiacetici cu enantiopuritate mare (ee până la 99%).  

Am dezvoltat o nouă metodă pentru rezoluţia cinetică mediată de lipaze a unei serii de  

β-hidroxiesteri heteroaromatici substituiţi diferit, şi am obţinut excese enantiomerice mari ale 

produşilor formaţi (ee 99%). CaL-B s-a dovedit a fi biocatalizatorul potrivit atât pentru 

reacţiile de O-acilare, cât şi pentru cele de etanoliză, în diferite medii de reacţie. 

Au fost obţinute cu excese enantiomerice mari o serie de patru (S)-α-cianhidrine cu 

schelet feniltiofenic substituit diferit şi (R)-O-acilaţii corespunzători, prin rezoluţia cinetică a 

α-cianhidrinelor racemice, mediată de CaL-A sau L-AK.  
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